



































antitoxin,  antimicrobial,  anti‐inflammatory  effects  and  increased  immune  response.  It  is 
mainly used as a medicine against diarrhea and marketed under the name of Reflor®. Thus the 
study  focuses  on  factors  that  would  help  to  increase  the  potency  of  the  drug  Reflor®  by 
boosting the metabolism of S. boulardii. The aim of this investigation is examining the effects 
of  iron,  zinc  and  biotin  on  the  metabolic  rate  of  S.  boulardii  colonies  by  collecting  the 
carbondioxide  gas  evolved,  through  the  metabolic  pathway  of  ethanol  fermantation  of 






iron+zinc+biotin  groups  are  respectively;  0.90,  1.18,  1.16,  0.98,  1.40  cm. According  to  the 
obtained data,  calculated mean values and statistical analysis;  in  this  investigation  the  the 
hypothesis  is  supported  by  evidence.  S.  boulardii  reacted  differently  in  the  presence  of 
different minerals and vitamins and  showed  the highest metabolic  rate and growth  in  the 
presence of iron and zinc ions. Biotin, on its own, is observed to be the least effective additive, 

















































treated  disease,  takes millions  of  lives  in  developing  countries.2  As  to my  chance, when  I 





Diarrhea    is  the  condition  of  having  at  least  three  loose  or  liquid  bowel 
movements each day. It often lasts for a few days and can result in dehydration due to fluid 
loss.  Prevention  of  infectious  diarrhea  is  by  improved  sanitation,  clean  drinking  water, 
and  hand  washing.  Yet  these  basic  human  needs  are  not  satisfied  in  many  developing 













The  fatality of diarrhea  is mostly dependent on  the  financial development  levels of 
nations. It is treatable disease with only proper nutrition however, this kind of proper nutrition 






Saccharomyces  boulardii  is  a  tropical  strain  of  yeast  first  isolated 
from lychee and mangosteen fruit in 1923 by French scientist Henri Boulard.4 It is related to, 
but  distinct  from,  Saccharomyces  cerevisiae  in  several  taxonomic,  metabolic,  and  genetic 
properties.  S.  boulardii  is  sometimes  used  as  a  probiotic  with  the  purpose  of  introducing 
beneficial active cultures into the large and small intestine, as well as conferring protection 























and  a  living  defence  mechanism  against  other  disease  causing  pathogens  in  intestines. 
Saccharomyces  boulardii  is  thought  to  display  antitoxin,  antimicrobial,  anti‐inflammatory 
effects and increased immune response. 
 
After  Reflor  is  ingested  orally,  Sachharomyces  boulardii  yeasts  form  a  temporary 









impair  the  metabolic  activity  of  the  ingested  Sacchormyces  boulardii.  I  have  personally 
wondered  if  there  was  a  significant  correlation  between  the  metabolic  rates  of  the 
Saccharomyces Boulardii yeast colonies and the mineral and vitamin concentrations of  the 












Iron,  Zinc  and  Biotin  of  different  concentrations  will  be  tested  upon  samples  of 
Saccharomyces boulardii, and changes  in metabolic patterns of the yeast will be observed. 
Evolved carbondioxide gas will be collected in u‐tubes as an indicator of metabolic rates of the 
yeast  colonies  as  Sacchormyces  boulardii  relies  on  ethanol  fermantation  to  produce  the 
suffiecient energy for  its metabolic activities.  Iron, Zinc and Biotin are especially chosen as 

























this  kind  of  an  environment,  they would  need more  than  sugar  to  anaerobically  produce 
energy. In order to help with the full growth of this specific strain of yeast that we would make 










 If  the  effects  of  Iron,  Zinc  or  Biotin  alone  are  to  be  expected;  Zinc  and  Iron 
concentrations  should  be  much  more  limiting  factors  on  the  growth  and  metabolism  of 
Saccharomyces boulardii. This is because, the vitamin requirements of living bodies are much 











biotin  in  the  environment,  affect  the  metabolic  rates  of  the  Saccharomyces  boulardii 
colonies under identical growth conditions if evolved carbondioxide gas is collected in an U‐
tube  system  as  an  indicator  of  metabolic  rate?”,  Iron,  Zinc  and  Biotin  (of  sufficient 


























source  for  yeasts,  pH  in  all  groups  are  stabilized  at  5.2.  The  most  important  nutritional 
requirement  of  the  yeast  is  an  energy  source  and  glucose  is  the  most  adequate  source. 
















Feramat® capsule  is broken and Ferrum Fumarat that  is equivalent to 100 grams of  Iron  is 












The metabolic  fermantation  pathway  of  S.  boulardii  is  ethanol  fermantation which 
means a glucose is broken down to ethanol and carbon dioxide gas to produce cellular energy. 
As  gas  molecules  are  evolved  through  their  metabolic  pathway,  collection  of  this 
carbondioxide  gas  in  a  U‐tube  system  and  taking  necessary  measurements  would  give 
necessary data for a common understanding of metabolic rates of S. boulardii. So that we can 
understand  which  type  of  mineral  or  vitamin  is  most  needed  to  increase  the  potency  of 
Reflor®. Basically as gas is evolved, through a plastic pipe gase will apply pressure to one end 
of the water filled U‐tube so water will rise in the other side. The difference in heights of water 























































































Controlled Group Iron Group Zinc Group Biotin Group Zinc+Iron+Biotin Group
1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
4 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
5 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
1 0,1 0,1 0,2 0,1 0,3
2 0,0 0,3 0,1 0,1 0,2
3 0,1 0,3 0,2 0,2 0,2
4 0,1 0,2 0,3 0,1 0,2
5 0,1 0,2 0,2 0,1 0,3
1 0,2 0,3 0,5 0,3 0,7
2 0,2 0,5 0,3 0,3 0,5
3 0,3 0,6 0,4 0,4 0,4
4 0,3 0,4 0,4 0,2 0,5
5 0,2 0,4 0,3 0,2 0,6
1 0,4 0,6 0,8 0,6 1,0
2 0,5 0,7 0,6 0,5 0,8
3 0,6 0,8 0,7 0,6 0,7
4 0,6 0,7 0,7 0,4 0,8
5 0,5 0,8 0,6 0,5 0,9
1 0,6 0,9 1,1 0,8 1,3
2 0,7 0,9 0,9 0,7 1,0
3 0,8 1,0 0,9 0,9 1,0
4 0,9 1,0 1,0 0,6 1,1
5 0,7 1,1 0,9 0,7 1,2
1 0,8 1,2 1,3 1,0 1,6
2 0,9 1,1 1,0 1,0 1,2
3 0,9 1,2 1,1 1,2 1,3
4 1,0 1,1 1,2 0,8 1,4


































































































Mean 0,90 1,18 1,16 0,98 1,40
Median 0,90 1,20 1,20 1,00 1,40
Range 0,20 0,20 0,30 0,40 0,40
Variance 0,01 0,01 0,01 0,02 0,02
Standard 
Deviation 0,07 0,08 0,11 0,15 0,16
Standard 
Error 0,03 0,04 0,05 0,07 0,07
Statistical Analysis






   Controlled Group  Iron Group  Zinc Group  Biotin Group  Zinc+Iron+Biotin Group 
Confidence Level(95,0%)  0,09 0,10 0,14 0,18 0,20

























































































Anova: Single Factor             
             
             
             
             
ANOVA             
Source of Variation  SS  df  MS  F  P‐value  F crit 
Between Groups  0,7576 4 0,1894 13,15277778 2,07249E‐05 2,866081402 
Within Groups  0,288 20 0,0144         
                    












































































Controlled 0,00 0,08 0,24 0,52 0,74 0,90
Iron 0,00 0,22 0,44 0,72 0,98 1,18
Zinc 0,00 0,20 0,38 0,68 0,96 1,16
Biotin 0,00 0,12 0,28 0,52 0,74 0,98
Iron+Zinc+Biotin 0,00 0,24 0,54 0,84 1,12 1,40
Mean Difference in Water Colon Heights in U‐tube (cm±0,01)
Time(Hours ±0,1)












contained all  investigated  substances  including  Iron,  Zinc and Biotin. Additives are used  in 
different concentrations as their healthy dose of intake for human beings were all different 
and they were added into identical growth environments of identical Saccharomyces boulardii 
cells  to  observe  the  effect  of  different  minerals  and  vitamins  on  the  metabolic  rates  of 
Saccharomyces boulardii cells. What was aimed in the overall investigation was finding out the 







daily  intake of  the mineral or vitamin  for a human being and  this  corresponded  to  ferrum 
fumarat equivalent to 100 grams of  Iron; zinc sulfate monohydrate equivalent to 50 mg of 










preferred metabolic  pathway  of  energy  production  for  Saccharomyces  boulardii,  anerobic 






are highly dependent on  the presence of  Iron,  Zinc and Biotin  in  the  growth environment 










group  and  biotin  group  which  indicates  that  biotin  is  most  probably  the  least  effective 
























of  water  column  in  gas  collecting  apparatus  due  to  carbondioxide  release  by  ethanol 
fermantation of S. boulardii when S. boulardii were grown in media having different nutrient 















In  the  investigation,  there  were  some  errors  and  uncertainities  both  due  to  the 
equipment  used  and  the  environment  that  the  experiment  was  performed  in.  Although 
several methods were employed to minimize the error, there were some factors that posed 
digression.  After  doing  the  statistical  analysis,  one  can  see  that  both  standard  errors  and 
standard  deviations  are  small  in  value  indicating  both  precision  and  accuracy  in  the 
investigation. Standard error is following a similar pattern for all groups indicating accuracy 
for  all  experimental  groups;  standard  error  reaches  its  bottom  value  at  hour  10,0  for  all 
experimental  groups  which  goes  down  below  5%  however  standard  deviation  values  are 
approximately  10%  and  precision  is  slightly  lost  in  groups    3,  4  and  5  even  though  data 
preserves its general precision. 
 








































  If  such  a  question  would  be  further  investigated,  then  a  similar  method  could  be 
employed, however it would be much more intruguing to examine the effects of iron, zinc and 
biotin on S. boulardii cells inside a human body. An “in vivo” investigation can be run up on 




  As  the whole  investigation  struggled  to  come  up with  a  synergistic  substance  that 
would  boost  up  the  metabolism  of  S.  Boulardii,  following  up  this  investigation  as 
aforementioned, would be beneficial to suggest ways to improve the potency of Reflor®. 
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